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論文内容要　旨
【目的】神経堤は幹細胞様に種々の細胞種-分化する｡眼の発生にも深く係わっており､虹彩実質
も発生学的に神経堤由来であることが知られている｡そこで本研究では､成体マウスの虹彩実質か
ら神経堤由来細胞を単離し､その特性を明らかにすることを目的とした｡
【方法】神経堤由来の細胞をEGFPで標識したPOICre;EGFPダブルトランスジェニックマウスよ
り虹彩組織を採取し､虹彩組織内のEGFP陽性細胞の局在を蛍光顕微鏡観察により確認した｡また､
採取した虹彩から未分化な細胞を単離する目的で､非接着性培養皿上にてスフェア培養を行った｡
更に､得られた一次スフェアをtrypsin処理により分離し､再懸濁した後二次スフェア形成を行っ
た｡スフェアに対する免疫染色により､幹細胞･前駆細胞マーカーと神経堤マーカーの発現につい
て検証した｡加えて､虹彩から単離した細胞をソーティングによりEGFP陽性細胞とE(沖p陰性細
胞に分離し､それぞれスフェア培養を行い､ RT･PCRにおける幹細胞･前駆細胞マーカーと神経堤
マーカー発現について検証した｡更に､スフェアを用いてニューロン､グリア､平滑筋細胞､軟骨
細胞-の分化誘導を行い､多分化能の検証を行った｡
【結果】 PO-Cre;EGFPマウスより採取した虹彩組織を蛍光顕微鏡下で観察したところ､虹彩実質に
EGFP陽性細胞が局在していることが明らかになった○虹彩実質から単離した細胞を非接着性培養
皿上で培養したところ､ EGFP陽性のスフェアが形成されたo更に二次スフェアの形成も認められ
たが､連続継代によるスフェアの増幅は認めなかった｡スフェアの免疫染色では神経堤マーカ~で
あるSoxlOやp75NTRの発現を認め､同様に幹細胞･前駆細胞マーカーであるNestinやSox2の
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発現を認めた｡また､定量的リアルタイムRT-PCRの結果､ EGFP陽性スフェアではEGFP.陰性ス
フェアに比べてSlugやSoxlO､p75NTRといった神経堤マーカー遺伝子の有意に高い発現が認めら
れた｡更にEGFP陽性のスフェアを用いた分化誘導では､ニューロンやグリア､平滑筋細胞､そし
て軟骨細胞など種々の細胞種-分化可能であることが示された｡これらの結果より､スフェア培養
を行うことによって成体マウスの虹彩実質から神経堤由来の多能性細胞を単離できたと考えられた｡
【結論】成体マウスの虹彩実質に存在している神経堤由来細胞は､未分化細胞マーカーを発現する
多能性細胞であると考えられ､スフェア培養によりそれらを単離することが可能であった｡虹彩は
通常の眼科手術によって採取可能であるため､角膜内皮等の神経堤由来眼組織を再生するための細
胞源として有望であると考えられた｡
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【所定様式⑬No.1】大学院の課程による者(課程博･医学)
審　査　結　果　の　要　旨
博士論文題名　　　成体マウスの虹彩実質に存在する神経堤由#"q?_多墓性細.胞-一･-･-一一-一一-
所属専攻･分野名
神経堤は発生の過程で成体の脊椎動物組織の様々な細胞種に分化し､眼の発生にも深く関わっ
ている｡近年､成体組織において神経堤由来組織特有の幹細胞である｢神経堤幹細胞･前駆細胞｣
が皮膚や心筋､角膜実質で確認されており､広く分布していることが明らかにされている｡
本研究では､発生学的に神経堤由来であることが知られている虹彩実質に着目し､神経堤由来
細胞をEGFPで標識したトランスジェニックマウス(PO･Cre;EGFPマウス)を用いて､成体マ
ウス虹彩実質から神経堤由来細胞を単離し､その特性について検討しているo
po･cre;EGFPマウス前眼部組織の観察では､角膜内皮や角膜実質､線維柱帯､そして虹彩実
質においてEGFP陽性細胞が確認されたが､一方で表皮外旺菓由来である角膜上皮や､神経外
腫葉由来の虹彩上皮ではEGFP陽性細胞が認められなかったo虹彩実質から単離した細胞を用
いたスフェアアッセイでは､ EGFP陽性のスフェアの形成を認め､そのスフェアの免疫染色で
は神経堤マーカーおよび幹細胞･前駆細胞マーカー､増殖細胞マーカーの発現を認めたoまた､
FACS解析の結果､ EGFP陽性細胞は虹彩組織内に約40%存在しており､セルソーティングに
ょり単離して形成したEGFP陽性スフェアをRTIPCRによって解析したところ､免疫染色の結
果と同様に神経堤マーカーおよび幹細胞･前駆細胞マーカー遺伝子の発現を認めたo神経堤マ-
ヵ-遺伝子においては､ EGFP陰性スフェアに比べてEGFP陽性スフェアで有意に高い発現が
静められた.更にEGFP陽性のスフェアを用いた分化誘導では､ニューロンやグリア､平滑筋
細胞､そして軟骨細胞-分化可能であり､多分化能を有することが示されたo
以上の結果より､成体マウスの虹彩実質に存在している神経堤由来細胞には､未分化細胞マ-
ヵ-を発現する多能性細胞が存在し､スフェア培養により単離することが可能であることが示唆
されている｡
虹彩は通常の眼科手術によって安全に採取可能な組織であるため､分化多能性を持つ神経堤由
来細胞は､将来的に角膜内皮や角膜実質などの神経堤由来の眼組織を再生するための細胞源とし
て有望あると考えられた｡本研究は､自己組織を用いた再生医療にも繋がり得る大変意義のある
研究であるoよって,本論文は博士(医学)の学位論文として合格と謬めるo
-171-
